Molekularis faj-diverzitas vizsgalé mddszerek fajkompozicio torzitasdnak elemzése,
optimalis eljaras kidolgozasa és gyakorlati alkalmazasa

1. Bevezetés

A modern kornyezeti mikrobiologia eszkdztara jelent6s részben DNS illetve RNS
alapt vizsgalati modszerekbol all. A kozosségek Osszetételérél és szerkezetérol levont
kovetkeztetések feltételezik, hogy a vizsgalati lépések (nukleinsav izolalds, amplifikacio
polimerdz lancreakcidval, PCR termékek elvalasztasa és detektalasa - pl. klonkdnyvtarak
készitése) soran a mintadban lévo faj-abundancia viszonyok nem valtoznak lényegesen,
azonban a mddszertani kutatdsok ennek ellenkezéjét sugalljdk. Kutatasunk a multitemplat
PCR illetve a klonkonyvtar készités kozossegszerkezeti képet torzitd hatasait igyekezett az
eddigieknél alaposabban feltérképezni

2. A multitemplat PCR kozossegszerkezet torzitd hatasai

A multitemplat PCR soréan az ,,univerzélis” PCR primerek taxononként eltéré erésségu
bekotédése miatti torzitds lehetoséget tobben felvetették, de a jelenseg hatterét, a PCR
paraméterekkel valo dsszefliggéseit nem vizsgaltdk meg részletesebben (Polz & Cavanaugh,
1998, Lueders & Friedrich, 2003, Reysenbach et al., 1992). Kutatasunk soran harom
Iényegesnek itélt paraméter: a primer illeszkedési hibak, az annelacids hémerséklet, és a PCR
ciklusszdm kozosségszerkezeti képre gyakorolt hatasat vizsgaltuk statisztikai elemzést is
megengedé részletesseggel, két univerzalis forward és egy reverz primer (27F (Lane, 1991),
63F (Marchesi et al., 1998) és 1387R (Marchesi et al., 1998)) felhasznalasaval, ismert genomi
tulajdonsagokkal biré baktériumtorzsekbol —alkotott modellrendszerben. Deketalasi
modszernek a szemikvantitativ terminalis restrikcios fragmenthossz analizist (Terminal
Restriction Fragment Length Polimorphism, T-RFLP) vélasztottuk, s ennek kapillaris
elektroforetikus  elvélasztassal valdo kombinacidjaban is szereztink maodszertani
tapasztalatokat. A Kkisérleteket természetes kozosségi mintakra is Kiterjesztettilk, valds
helyzetben mutatva meg ezzel a PCR paramétereknek a kozossegszerkezeti kép torzulasaira
gyakorolt hatasat.

2.1. A kapilléris-elektroforetikus elvélasztds hatdsai PCR termékek relativ mennyiségi
viszonyainak meghatarozasaban

A PCR termékek relativ mennyiségi viszonyainak meghatarozasahoz alkalmazott
kapillaris elektroforézis és fluoreszcens detektalas reprodukalhatésagat 1:1 aranyu PCR
termék keverékek Otféle restrikcids endonukleazzal nyert hasitott termékeinek
felhasznalasaval ellenériztik. A T-RFLP kromatogramok csucs alatti teruileteinek aranyai az
esetek talnyomo részében jol tukrozték az eredetileg beallitott 1:1 aranyt, szérasuk alacsony
volt (1.4bra). Ellenben a csicsok magassaganak aranyai erésen eltértek a vart értéktol,
amennyiben a terminalis hasitasi fragmentumok (TRFek) méretkilonbsége meghaladta az 50
bazispart. Ezért a kapillaris T-RFLP analizis alkalmazasanal a csucsok alatti teriiletek
nagysagat  célszert  figyelembe  venni  relativ.  mennyiségi  kovetkeztetések
levonésanal.
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Csucsparok méretkilénbsége (illetve egyenkénti méretei)

1.abra. A kiildnbdz6 méretii és méretkiilonbségii TRF csucsparok magassag illetve teriilet aranyai. Az aranyok
szamitasanal mindig a rovidebb hasitasi termék értékeit osztottuk el a hosszabbéval. Az abréazolt értékek 3
fuggetlen kisérlet atlagai, az elméletileg vart 1:1-es aranyt a szaggatott vonal jeldli.

2.2. A primerek illeszkedesi hibainak hatdsa a PCR hatékonysagara

A primer illeszkedési hibakat két széles korben hasznalt forward primer
alkalmazésaval vizsgaltuk, melyek kozil a 27F mind a négy felhasznélt baktériumtdrzs
primerkoté helyeihez tokéletesen illeszkedett, mig a 63F a Bacillus torzsek esetében harom
illeszkedeési hibat adott (1.tablazat).

TET-27F-primer 5 AGA GTT T GA TCM T GG CTC AG 3
A. hydrophila 5 AGA GTT TGA T CC TGG CTC AG 3
B. cereus 5 AGA GTT TGA T CC T GG CTC AG 3
B. subtilis 5 AGA GTT TGA T CC T GG CTC AG 3
P. fluorescens 5 AGA GTT T GA T CZC T GG CTC AG 3
TET-63F-primer 5 CAG GCC T AA CAC ATG C AA GT C3
A. hydrophila 5 CAG GCC TAA CAC ATG CAA GT C3
B. cereus® 5 CGT GCC TAA T AC ATG CAA GT C3
B. subtilis 5 CGT GCC TAA T AC ATG CAA GT C3
P. fluorescens 5 C A G GCC T AA CAC ATG CAA GT C3
1387R primer 33 CGG A AC ATG TGW GGC G GG 5'
A. hydrophila 5 GCC TTG TAC ACA cCCG ccc 3
B. cereus 5 GCC TTG TAC ACA cCCG ccc 3
B. subtilis 5 GCC TTG TAC ACA cCCG ccec 3
P. fluorescens 5 G CC TTG T AC ACA CCG ccc 3

1.tdblazat. Az “univerzalis” 16S rDNS primerek (27F, 63F és 1387R) illeszkedése a felhasznalt torzsek
primerkdété helyeivel



®A szlrkével kiemelt betiik azt a harom poziciot jelolik, ahol a 63F primer nem illeszkedik a Bacillus cereus és
Bacillus subtilis torzsek primerkéts helyeihez. A 27F és 1387R primerek mind a négy térzshoz tokéletesen
illeszkednek.

A primer illeszkedési hibak hatasanak kimutatasahoz torzsparok genomi DNSének 1:1
koncentracidaranyd keverékeit amplifikaltuk 27F-1387R illetve 63F-1387R primerpéarokkal.
Varakozasainknak megfeleléen az A. hydrophila (tovabbiakban AH) és a P. fluorescens (PF)
torzsek preferencialisan amplifikalodtak a Bacillus (BC és BS) torzsek mellett 63F primer
alkalmazésa esetén, mig a 27F nem mutatott ilyen aranytorzitast. Amennyiben a Bacillus
templatot kisebb aranyban (1:10) adtuk a reakciohoz a PCR el6tt, a PCR termékben egyatalan
nem jelent meg, ami azt jelenti, hogy kornyezeti mintak vizsgalatanal komplex kozdssegek
bizonyos tagjai masok preferencialis amplifikacidja miatt kieshetnek a detektalhatd korbél.

2.3. Az annelacids hémérséklet hatasa a preferencialis amplifikaciéra

Az anneléaciés hémérséklet preferencialis amplifikaciora gyakorolt hatasat széles
skalan, 47°C- t0l 61°C-ig vizsgaltuk. Az AH és BS torzsek genomi DNSének 1:1 aranyd
keverékét 27F- illetve 63F-1387R pimerparokkal amplifikalva a 2.A.&4brén lathato
eredményeket kaptuk. A kromatogramon egymastol 25 bazisparra es6 TRF csucsok 5%-0s
hibahataron bellli detektalast tettek lehetévé (1.abra). 63F-1387R primerpar alkalmazasa
esetén a bedllitott 1:1 aranytol valo eltérés az annelacios hémérseklet emelkedésével kozel
exponencidlisan nétt. Alacsony anneldcidés homérsékleteken illetve 27F-1387R primerpar
alkalmazésaval az aranyok nem torzultak a PCR soran. A PF illetve BC torzsparral végzett
Kisérletek alatamasztottak ezt az eredményt (2.B.abra).
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2.4bra.

A) Aeromonas hydrophila (AH) és Bacillus subtilis (BS) TRF cstcsok terlletaranyai kiilonb6z6 annelacios
hémérsékletek esetében. Minden esetben az AH TRF terlilet értékét osztottuk el a BS értékével. Az abrazolt
értékek 3 fiiggetlen kisérlet atlagai.

B) Pseudomonas fluorescens (PF) és Bacillus cereus (BC) TRF csucsok teriiletaranyai kiillénb6z6 annelacios
hémérsékletek esetében. Minden esetben az PF TRF teriilet értékét osztottuk el a BC értékével. Az abrazolt
értékek 3 fuggetlen kisérlet atlagai.

2.4. A PCR ciklusszdmanak hatésa a preferencialis amplifikaciora

A PCR ciklusszamanak hatasat az AH+PF (tokéletes illeszkedések a 63F primerrel) és
az AH+BS (BS esetében tokéletlen illeszkedés) torzsparok segitségével vizsgaltuk. Hogy az
eltér6 genomi tulajdonsagok (operonszam, genommeéret) zavard hatasait kKikuszoboljuk, 27F-
1492R primerekkel keszitett tisztitott PCR termékek 1:1 koncentracio aranyl keverékeit
amplifikaltuk 63F-1378R primerparral 54°C annelacios homeérséklettel. A reakcidkat 18, 24,
32 illetve 48 ciklus utan allitottuk le. Mint a 3.abra is mutatja, a ciklusszam novekedésével
csak egészen enyhe mértékben csdkken a primer mismatch altal okozott aranytorzulas.
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3.4bra. A PCR ciklusszamanak hatasa AH és BS illetve AH és PF PCR termék keverékek amplifikalasa esetén.
Az abrézolt értékek 3 fliggetlen kisérlet atlagai.

2.5. Kornyezeti mintak vizsgalatanal tapasztalhato hatasok

Az egyszeriit modellkisérletek eredmenyei azt sugalltdk, hogy komplex kézdsségeket
tartalmazd kornyezeti mintdk feldolgozésanal az anneldcidés hoémérsékletet érdemes
alacsonyan tartani, elkeriilend6 az egyes csoportok preferencialis amplifikacioja miatti
kdzosségszerkezet torzulast, illetve diverzitds vesztést. Hipotézisiinket gyékény rhizoplan
baktériumkozossegek  T-RFLP  analizisével teszteltik, 63F- illetve 27F-1387R
primerparokkal, kétféle annelacios homérséklettel (2.tablazat). A TRFek nagyrésze mindkét
primerpar esetében detektalhatd volt, bar mind a két primerpar eléhozott csak ra jellemzé
cstcsokat (4.abra.).

Annelacids
Primer szett  hémérséklet Ciklusszam Cslcsok szama  Shannon index (H) (A+B)/IC *
27F 47.0°C 32 71.5+14.8 1.1940.06 0.57+0.02
27F 50.9 °C 32 65.0+7.1 1.06+0.04 0.56+0.02
27F 55.3°C 32 58.0+1.4 0.99+0.01 0.60+0.03
27F 59.9 °C 32 49.045.7 0.94+0.01 0.67+0.04
63F 47.0°C 32 83.0+1.4 1.31+0.01 0.71+0.01
63F 50.9°C 32 75.5+13.4 1.21+0.08 0.78+0.04
63F 55.3°C 32 72.5+8.7 1.1740.03 1.38+0.13
63F 59.9°C 32 70.7+4.0 1.3440.05 3.89+0.19
27F 52.0°C 18 19.04+2.6 0.89+0.02 0.73+0.02
27F 52.0°C 24 22.0+1.4 0.93+0.00 0.82+0.02
27F 52.0°C 32 24.745.5 0.87+0.05 0.67+0.01
27F 52.0°C 48 30.7+7.8 0.91+0.07 0.55+0.04
63F 52.0°C 18 30.0+1.7 1.0440.02 1.26+0.02
63F 52.0°C 24 26.8+4.3 1.0240.02 1.4040.06
63F 52.0°C 32 33.0+2.1 1.07+0.03 1.03+0.05
63F 52.0°C 48 26.5+0.7 1.03+0.03 0.83+0.03

2.tablazat. rhizoplan mintak T-RFLP analizise



8 A 4.4bran betiikkel jel6lt csticsok tertilet aranyai. Az A és B csticsok teriileteit az egyszeriiség kedvéért
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4. dbra Kilénbozé PCR paraméterek hatdsa rhizoplan baktériumkozosségek T-RFLP analizisén keresztil
bemutatva. A szévegben emlitett TRF cslcsokat A, B és C betiivel jeldltik.

A) Az annelécids homérséklet hatasa a T-RFLP mintazatra.

B) A ciklusszam hatdsa T-RFLP mintazatra.

A magasabb annelacios hémérséklet mindkét primerpar esetében kevesebb TRF
csucsot eredményezett, aldbecsllve igy a kozosség diverzitasat (2.tablazat). Ez szemben all
Osborn és munkatarsai (2000) eredményeivel, akik a TRFek szamanak emelkedését
tapasztaltdk az annelacios homérseklet emelkedésével. Lehetséges, hogy ezt az Altaluk
alkalmazott poliakrilamid gélelektroforézisnél a betdltétt mintamennyiségek egyenlétlenségei
okoztak — esetiinkben a kapillaris elektroforézis és az automatikus injektalds miatt ez a
hibaforras kizarhato.

Azon tal, hogy kisebb annelacios hémérsékleten toébb csucs jelent meg a TRFLP
kromatogramokban, a csucsok alatti teruletek relativ nagysaga is szembetiinen megvaltozott
(lasd az A B és C csucsokat a 4.A. &bran). A 27F primer hasznélata esetén az annelacios
homérséklet emelésével a csucsok aranyai nem valtoztak jelentésen, ellenben 63F primerrel a
C cslcs a magasabb homérsékleten jelentésen vesztett dominanciajabdl. A Shannon féle
diverzitas indexek mindkét primerpar esetén enyhén csdkkentek az annelaciés homérséklet
emelésével, bar a 63F 59,9°C-n enyhén nagyobb értéket hozott — ez valésziniileg a C cstcs
jelentés dominancia csokkenésének tudhatd be. A kornyezeti mintdkon végzett vizsgalatok
alatamasztottak a modellk6zdsségekkel kapott eredményeket, bizonyitva, hogy az annelaciés
hémerséklet emelésével a detektalhato diverzitas csokken.

A PCR ciklusszdménak hatésait szintén teszteltik kdrnyezeti mintdkon is (4.B.&bra,
2.tablazat). 27F primer hasznélata esetén a ciklusszam emelésével enyhe emelkedést
tapasztaltunk a TRF csucsok szamaban, a 63F primerrel ez a jelenség nem volt tapasztalhato.
Masrészt viszont a Shannon indexek nem valtoztak egyik primerpar esetében sem, szemben



Osborn és munkatarsai (2000) eredményeivel. Ez azt a nézetet tamasztja ala, hogy a diverzitas
indexek a csucsok szamanal jobb fokmeéréi a komplex mikrobidlis kozosségek diverzitasanak
molekularis ujjlenyomat technikdk alkalmazasa esetén (Saikaly et al., 2005, Loisel et al.,
2006).

Elmondhaté tehat, hogy a PCR ciklusszamanak befolyasa nem jelentés komplex
kornyezeti mintak diverzitdas vizsgalata esetén. Azonban az indokolatlanul magas
ciklusszamok hasznélata nem ajanlott, a PCR melléktermékek — kimérak (Wang & Wang,
1997), heteroduplexek és egyszali DNSek (Jensen & Straus, 1993) — felszaporodasa miatt
(Qiu et al., 2001).

2.6. Konkluzidék

Miutadn a minden taxonomiai csoport esetében tokéletesen illeszkedé univerzélis 16S
primer tervezése megoldhatatlan (Forney et al., 2004), igy a primer illeszkedési hibakbdl
kovetkez6 preferencialis amplifikacid jelenségének jobb megismerése elengedhetetlen. Az
ujonnan tervezett domeénspecifikus primereket altalaban a PCR hatékonysagara, illetve
hozaméra nézve tesztelik tiszta torzsek DNS izoladtumain illetve kodrnyezeti mintakon
(Marchesi et al., 1998, Baker et al., 2003), am emellett a preferencialis amplifikaciora nézve
is érdemes lenne kivizsgalni ezeket. A k6z0sségi mintdk analizisénél a PCR optimalizaciot
altalaban az amplifikacié specificitdsanak novelése iranyaba viszik az annelacios homérséklet
emelésével (Hansen et al., 1998), illetve ,,touch-down” protokollok alkalmazéasaval (Simpson
et al.,, 2000). Az itt ismertetett eredmények alapjan a kovetkezé stratégia javasolhato a
specifikus, de a preferencialis amplifikaciot minimalizal6 PCR profil kialakitasara: (i) PCR
optimalizélasa a lehet6 legalacsonyabb annelacios hémersékletre ahol még nem jelennek meg
aspecifikus termekek (a ciklusszam ekkor még lehet magas). (ii) A ciklusszdm csokkentése
koralbelll 25 ciklusra. Alacsony hozamok esetén parhuzamos PCR reakciok 6sszedntésével,
egybetisztitdsaval nyerhetiink kell6 mennyiségii és koncentracidju mintét a tovabbi vizsgalati
lepésekhez.

3. A klonkonyvtar analizis kozosségszerkezet torzitd hatésai
3.1. Preferencialis ligacid nagy hosszheterogenitas esetén

A Kklonkonyvtar készités kozossegszerkezet torzitd hatasait tisztitott PCR termékekbdol
osszeallitott modellkdzdsségek segitségével vizsgaltuk. Olyan inzertek el6allitasara
torekedtiink, melyek az inzertalodas hatékonysagat esetleg befolyasolé parametereikben (GC
arény, azonos végen levé primerek 5 nukleotidja) megegyeznek, kivéve a hosszukat, amelyet
egy 16S-23S spacer klonkonyvtar mérettartomanyahoz igazitottunk (lasd 3. tablazat). Az
inzertek elkészitésehez univerzalis eubakterialis primerek kozul valasztottunk ki megfeleléket
kotesi hely és 5° nukleotid alapjan.

Inzert jele | Hossza | GC aranya Keészitésehez hasznélt PCR primerek
AH1365 | 1365 bp 55,5% 63f: 5’-CAGGCCTAACACATGCAAGTC-3’
1387r: 5’-GGGCGGWGTGTACAAGGC-3’
BC322 322 bp 55,0% 63f: 5’-CAGGCCTAACACATGCAAGTC-3’
338r: 5’-GCTGCCTCCCGTAGGAGT-3’

3. tablazat. Az elsé modellrendszerben hasznalt inzertek tulajdonsagai

Az 1:1 aranya PCR termék keverékek ligalasaval és tarnszformélasaval kapott
konyvtarak inzert aranyait a 5.4bra mutatja a feldolgozott klénok mennyiségének




fuggvényében. A harom figgetlen kisérlet igen konzekvens eredményt mutatott, a hosszabb
inzert aranya a beallitott 50%-hoz képest rendre 31,39%, 30,14% illetve 30,84% lett, (atlag:
30,79%, szorés: 0,65%).
A Kkisérletekben megvizsgalt klonok nagy szamat az indokolja, hogy a szakirodalomban
klonkdnyvtéarak reprodukélhatdsagéra igen kevés utalast talalni, igy probaltuk a mintaszdmot
eleinte béven tdlméretezni. A harom konyvtar kis szorésa azt feltételezi, hogy a DNS
kvantizalas mérési hibaja, és az inzertkeverék dsszeallitas pipettazasi hibaja szintén alacsony
mérteki (kisebb mint 1%).

Az eredmények alapjan feltételezhetjiik, hogy nagy hosszbeli heterogenitasi
génszakaszokra alapozott kdzosségszerkezeti vizsgalatok erésen torzitott képet adhatnak a
kdzosségalkotok mennyiségi viszonyairdl.

Az hosszabb inzert ardnya a harom klonkdényvtarban
(AH1365bp - BC322bp 1:1 aranyu keverékének ligalasa utan)
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5.4bra. A hosszabb inzert aranya kdnyvtaranként 219 klon megvizsgalasa utan a harom kdnyvtar atlagaként
30,79% lett, 0,65% szorassal. Az eredeti 50%-0s aranytdl valo eltérés a révidebb inzert preferencialis
ligaciéjat bizonyitja.

3.2. Inzerthossztol fliggetlen preferencidlis ligacio
Ebben az esetben az inzertek mind GC aranyukban, mind a végukon elhelyezked6

nukleotidokban, valamint hosszukban is nagyon hasonldak voltak, egyedul szarmazasuk
kilénbozott (1asd 4.tablazat).

Inzert jele | Hossza | GC aranya Készitéséhez hasznalt PCR primerek
AH1474 | 1474 bp 55,2% 63f: 5’-CAGGCCTAACACATGCAAGTC-3’
1492r. 5’-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’
BS1479 1479 bp 54,9% 63f: 5’-CAGGCCTAACACATGCAAGTC-3’
1492r. 5’-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’

4. tablazat. A masodik modellrendszerben hasznalt inzertek tulajdonsagai

Az AH1474 inzert ardnya konyvtaranként 238 klon megvizsgaldsa utan a vart 50%
helyett rendre 55,46%, 56,66%, illetve 56,14% lett (atlag: 56,08%, széras: 0,6%).

A vart ardnytol valé eltérés oka feltehetéleg az inzertek nativ szerkezetének
kilénbségeben keresendé. A ligalo reakcio elegyében mindkét inzert duplaszali DNS-e
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esetében esetleg jobban hozzaférhetéek a ligaz szdmara. Mivel jelen esetben egy igen
konzervativ génszakasszal dolgoztunk (16SrDNS), az inzertek szekvenciakllonbsége
csekélyebb lehetett mint mondjuk spacer régidk, vagy kevésbé konzervativ bazissorrendii
funkciogének esetében. A szekvenciakilonbségbdl adddd aranytorzulds funkciogén vagy
spacer klonkonyvtarak esetében meg erételjesebben befolydsolhatja az eredményt.

Az AH1474bp inzert ardnya a harom klonkdényvtarban
(AH1474bp -BS1479bp 1:1 aranyu keverékének ligalasa utan)

10071

90

50

60 “/\a MNE N — — —
S ceeemm————
l

Az AH1474bp inzert
szazalékos aranya
al
o

O TTTTT T T I I T I I T T T I I T T T T T T I T O I T I T

1 12 23 34 45 56 67 78 89 100 111 122 133 144 155166 177 188 199 210 221 232

Megvizsgalt klonok szama

— 1. kényvtar — 2. kdnyvtar 3. kdnyvtar

6.abra. Az AH1474b inzert aranya kényvtaranként 238 klén megvizsgalasa utan a harom konyvtar
atlagaként 56,08% lett, 0,6% szorassal. Az eredeti 50%-0s aranytol jelentds eltérést nem tapasztaltunk.

3.3. Konkluziék

Az eredmények alapjan feltételezhetjiik, hogy nagy hosszbeli heterogenitasi
génszakaszokra vagy spacer régiokra épulé klonkényvtaras vizsgalatoknal a rovidebb, s igy
nagyobb valdsziniiséggel ligalodd inzertet add fajok a végsé kozosségszerkezeti képben
tllreprezentaltak lesznek, valotlan képet adva ezzel a dominanciaviszonyokrol. A vizsgalt
gének szekvenciakilonbségeibol adodo eltéré hatékonysagu inzertalodas kisebb mértékben
ugyan, de szintén befolyasolhatja a detektalhato fajkompoziciot.

4. Tenyésztés optimalizacios kisérletek

A modellrendszer elemzésével kapott eredmények hasznalhatosagat természetesen
teszteltik kornyezeti mintdk elemzésével. Ezek egyike a keskenylevelii gyékény rizoplan
mikrobiotajanak vizsgalata volt, azonban a kutatasokat kiterjesztettiik a szikes vizek diverzitas
elemzésére is. Mindkét esetben kornyezeti klonok (eleddig ismeretlen szervezetek) sokasagat
talaltuk, amelyek kozil igyekeztiink olyanokat tenyésztésre kijelélni, amelyek az adott
koérnyezetben domindnsnak tiinnek, valamint filogenetikai tavolsaguk a legkdzelebbi rokon
fajoktdl legalabb 8% feletti. A tenyésztésnél az eredményesség tesztelésére segitségul hivtunk
molekularis ujjlenyomat modszereket is (DGGE, T-RFLP). Az els6 mintegy 12 faj izol&lasa
2006-ban megtortént, mind Bacteria, mind pedig Archaea doménba tartozd szervezetek
vannak koztik. A fajleirasok legnagyobbrészt megtorténtek (fenetikai bélyegek, genetikai
bélyegek elemzése), azonban a kemotaxondmiai markerek meghatarozasa meg nem tortént
meg. Ennek oka az, hogy mind a kinon, mind a zsirsav elemzésekhez jeles biomasszara van



szllkség (10-20 g nedves tdmeg) és ezt nem tudtuk elballitani. A probléma megoldéséra
taptalaj optimalizaciot vegzunk. A fajleirasok a 2007. év feladatat jelentik.
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